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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento e a esporulação de dois isolados (JAB 02 e JAB 45)
de Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas, submetidos a diferentes valores de pH (4, 5, 6, 7, 8, 9) inicial do meio de
cultivo sólido, de temperatura (19, 22, 25, 28 e 31oC) e fotoperíodo (0, 12 e 24 horas). Após 20 dias de cultivo, não
se observou efeito do pH inicial do meio no crescimento e esporulação dos isolados, exceto no pH 4,0 que
reduziu o crescimento. A ausência de iluminação proporcionou a melhor condição para o crescimento de
JAB 02 (32,70 mm) e JAB 45 (32,67 mm). Não houve efeito do fotoperíodo na produção de esporos. As melhores
temperaturas para o crescimento de JAB 02 foram 19, 22 e 25oC e para JAB 45 foram 19 e 25oC. Este último isolado
apresentou melhor esporulação a 19 e 22oC, mas a temperatura não influenciou a esporulação de JAB 02. Não
houve desenvolvimento dos isolados a 31oC.
Termos para indexação: fungo entomopatogênico, pH, temperatura, fotoperíodo, controle de pragas.
Growth and sporulation of Verticillium lecanii isolates under different
environmental conditions
Abstract – This research aimed to evaluate the growth and sporulation of two Verticillium lecanii (Zimm.)
Viégas isolates cultivated on solid medium with different initial pH values (4, 5, 6, 7, 8 and 9), exposed to different
temperatures (19, 22, 25, 28 and 31oC) and photoperiods (0, 12 and 24 hours). There was no substantial effect of
the initial pH values on growth and sporulation of both isolates twenty days after inoculation, except at pH 4.0
in which the growth was significantly reduced. Absence of light promoted the best growth of JAB 02 (32.70 mm)
and JAB 45 (32.67 mm) isolates but there was no effect of photoperiod on sporulation. The best temperatures for
growth of JAB 02 were 19, 22 and 25oC and for JAB 45, 19 and 25oC. The latter isolate sporulated most at 19 and
22oC and there was no effect of temperature on sporulation of JAB 02. None of the isolates developed at 31oC.
Index terms: entomopathogenic fungi, pH, temperature, photoperiod, pest control.
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Introdução
O fungo Verticillium lecanii (Zimm.) Viégas é
patógeno de várias espécies de insetos (Ferron, 1981;
Alves, 1998) e um dos mais promissores no controle
biológico de pragas na agricultura (Lecuona & Riba,
1991). Entretanto, para a formulação de bioinseticida à
base desse fungo é necessária a obtenção de boa pro-
dução massal com abundante esporulação.
Um fator importante na produção massal de um fun-
go é a seleção de um meio padrão para seu cultivo e a
determinação das condições adequadas que permitam
bom crescimento com alta esporulação (Khalil et al.,
1985). A seleção de um meio padrão pressupõe o co-
nhecimento das condições nutricionais ideais para o cul-
tivo do fungo. Barbosa et al. (2002) avaliaram diferen-
tes meios de cultura, fontes de C, de N e relações C:N
no desenvolvimento dos isolados JAB 02 e JAB 45 de
V.  lecanii.  Wenzel (2002) analisou diversas fontes de
P e a influência de relações C:P e C:N:P no crescimento
e esporulação dos mesmos isolados.
Na determinação das condições ambientais necessá-
rias para otimizar a produção do fungo, fatores como
pH, iluminação e temperatura podem se tornar limitantes.
A temperatura tem influência significativa no desenvol-
vimento de V.  lecanii (Verhaar & Hijwegen, 1993;
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Hanlon et al., 1994). As faixas térmicas ideais para o
crescimento micelial, esporulação e germinação de
conídios do fungo são de 23–28, 23–25 e 15–32oC, res-
pectivamente (Li et al., 1991). O cultivo de V.  lecanii
em meio líquido alterou o pH do meio (Galani, 1987), e o
pH 7 favoreceu a produção do fungo (Hanlon et al.,
1994). O regime de iluminação contínua proporcionou
maior crescimento e esporulação de V. fungicola, em
comparação com a ausência de iluminação (Coetzee &
Eicker, 1991).
Verticillium lecanii pode ser considerado um com-
plexo de espécies que abrange isolados com grande
variação nos aspectos morfológicos e bioquímicos
(Steenberg & Humber, 1999). Estudos que visam de-
terminar as condições ideais de cultivo de isolados obti-
dos no Brasil podem viabilizar a produção massal do
fungo no país.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de dife-
rentes valores de pH do meio de cultivo, de temperatura
e fotoperíodo no crescimento e esporulação de dois iso-
lados de V.  lecanii.
Material e Métodos
Foram utilizados os isolados JAB 02 e JAB 45 de
Verticillium lecanii, mantidos na coleção do Laborató-
rio de Microbiologia da FCAV/Unesp, obtidos da
Cochonilha Verde Coccus viridis Green (Hemiptera:
Coccidae), coletada em pomares de laranja (Citrus
sinenis Osbeck), nos municípios paulistas de Ubirajara
e São Carlos, respectivamente. Os isolados foram culti-
vados em tubos de ensaio contendo meio de batata-
dextrose-ágar (BDA), por dez dias a 27±0,5oC e fotófase
de 14 horas, e as culturas estocadas em refrigerador a
cerca de 4oC.
Alíquotas do fungo, retiradas da cultura estoque, fo-
ram inoculadas em placas de Petri contendo meio BDA
e incubadas a 27±0,5oC, com fotófase de 14 horas, por
20 dias. Culturas assim rejuvenescidas serviram de
inóculo para os ensaios.
O cultivo foi realizado em placas de Petri de
12x80 mm, contendo 15 mL de meio BDA para JAB 02
e meio completo de Pontecorvo para JAB 45 (Barbosa
et al., 2002). A inoculação foi efetuada com agulha de
níquel-cromo mediante simples picada, transferindo-se
esporos e fragmentos de micélio para o ponto central
das placas. Após inoculação, o fungo foi incubado em
estufa a 27±0,5oC, por 20 dias, no escuro.
A avaliação do crescimento radial da colônia foi rea-
lizada com régua milimétrica, medindo-se, a cada dois
dias, durante 20 dias, dois diâmetros previamente mar-
cados na face externa do fundo de cada placa de Petri.
Foram feitas seis repetições por tratamento, conside-
rando-se cada placa uma repetição. A produção de
esporos foi avaliada no 20o dia de incubação. Para tan-
to, escolheram-se, ao acaso, três placas de cada trata-
mento (três repetições por tratamento), retirando-se de
cada uma, com auxílio de um furador de rolha metálico,
três discos de 8 mm de diâmetro, sendo um da região
central, outro da região mediana e outro da região peri-
férica das colônias. Os discos foram transferidos indivi-
dualmente para tubos de ensaio contendo 10 mL de uma
mistura (1:1) de solução salina (NaCl a 0,89% p/v) e
solução de Tween 80 (0,1% v/v). Após vigorosa agita-
ção em agitador elétrico de tubos, extraíram-se os
conídios e procedeu-se à contagem em câmara de
Neubauer.
Três ensaios foram realizados para avaliar o cresci-
mento e a esporulação do fungo em relação aos fatores
ambientais de cultivo. No primeiro, analisou-se o efeito
do pH inicial do meio, cujos valores, 4, 5, 6, 7, 8 e 9,
foram obtidos mediante adição ao meio de cultivo de
uma solução 0,5 ou 1,0 N de NaOH ou HCl, quando se
pretendeu aumentar ou diminuir o pH, respectivamente.
Os valores de pH foram medidos com auxílio de um
potenciômetro.
No segundo ensaio, avaliou-se a influência do
fotoperíodo. No regime de iluminação contínua, três lâm-
padas fluorescentes de 40W foram posicionadas 50 cm
acima das placas com fungos, expondo-as aos raios lu-
minosos. Na iluminação alternada, as placas foram en-
volvidas, a cada 12 horas, em um tecido negro de algo-
dão e, nas 12 horas subseqüentes, foram mantidas sob
a condição anterior de iluminação. A ausência de ilumi-
nação foi obtida pelo envolvimento contínuo das placas
com fungo em tecido negro. O ensaio foi conduzido em
uma sala ambiente, com temperatura mantida entre 25
e 28oC.
No terceiro ensaio, avaliou-se o efeito das tempera-
turas de 19, 22, 25, 28 e 31oC no desenvolvimento dos
isolados. As placas com fungo foram acondicionadas em
câmaras climatizadas BOD previamente aferidas com
as temperaturas ensaiadas.
Os ensaios foram conduzidos segundo o delineamen-
to inteiramente casualizado. Os dados de crescimento
foram analisados por meio de regressão linear, seguida
de teste de paralelismo (teste t) e coincidência (teste F)
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entre as retas (Dixon & Massey Junior, 1969). Os valores
obtidos na produção de esporos foram submetidos à
análise de variância pelo teste F a 1% de probabilidade
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Resultados e Discussão
O crescimento dos isolados no meio com pH inicial
4,0 diferiu significativamente (p<0,01, pelos testes t e F
entre as retas) dos demais meios, os quais, por sua vez,
não diferiram significativamente entre si, para ambos os
isolados, até mesmo no valor de pH 9,0, considerado
crítico ao desenvolvimento de fungos (Figura 1). Quan-
to à esporulação, não houve diferença significativa
(p>0,05) entre os valores de pH avaliados (Tabela 1).
V.  lecanii produziu a maior biomassa (14,82 mg mL-1)
em meio de cultura com pH 7,0 (Hanlon et al., 1994). Se-
gundo estes autores, raramente o pH do meio se mantém
inalterado durante o crescimento, por causa da degrada-
ção de proteínas que produzem compostos alcalinos e da
fermentação de carboidratos. Após cultivar V.  lecanii
em meios líquidos com 10 valores de pH iniciais varian-
do entre 4 e 8,5, Galani (1987) verificou que, nos meios
com pH inicial mais alto, ocorreu queda acentuada de
alcalinidade, mas de modo geral o pH aumentou, fican-
do na faixa entre 5 e 7 após 96 horas de cultivo. Maga-
lhães et al. (1994) observaram que a variação do pH
estava relacionada com a concentração inicial de
conídios de Metarhizium anisopliae inoculados em meio
líquido, indicando a utilização de fonte nitrogenada pelo
fungo. Segundo Hallsworth & Magan (1996), a melhor
faixa de pH para o crescimento de M. anisopliae,
Beauveria bassiana e Paecilomyces farinosus situa-
se entre 5,0 e 8,0. Os resultados indicam que não houve
grande influência do pH inicial sobre o fungo, que foi
capaz de superar possíveis restrições impostas pelos
diferentes pH do meio, apresentando igual desempenho
em todos os tratamentos, exceto no pH mais ácido.
Ambos os isolados apresentaram melhor crescimen-
to em ausência de luz com diâmetro de colônias signifi-
cativamente maiores (p<0,01, pelos testes t e F entre as
retas) do que quando mantidos na presença dos outros
dois tratamentos. A fotófase de 12 horas ocasionou li-
geira redução do crescimento. A maior redução foi ob-
servada com o isolado JAB 45 submetido à presença
constante de luz (Figura 2). Não houve efeito da ilumi-
nação na esporulação de ambos os isolados (Tabela 1).
Tabela 1. Esporulação dos isolados JAB 02 e JAB 45 de
Verticillium lecanii (no de conídios x104 mL-1) no vigésimo
dia de cultivo em meios com diversos valores de pH inicial,
diferentes fotoperíodos e temperaturas(1).
(1)Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fator físico JAB 02 JAB 45
pH inicial do meio
    4
    5
    6
    7
    8
    9
CV (%)
Fotoperíodo (h)
  24
  12
    0
CV (%)
Temperatura (oC)
  19
  22
  25
  28
CV (%)
119,10a
  48,27a
109,38a
  77,78a
107,29a
  61,46a
  48,83
  19,72a
  17,22a
  36,39a
  91,52
    9,17a
  78,33a
  73,05a
102,50a
  65,16
  64,17a
124,33a
120,56a
101,39a
128,34a
105,00a
  48,24
  25,55a
  23,33a
117,22a
  74,69
180,83ab
304,17a
  28,61b
  21,67b
  64,51Figura 1. Crescimento radial de Verticillium lecanii cultiva-
do a pH 4 (    ), 5 (    ), 6 ( ), 7 (   ), 8 (+) e 9 (    ). **Significativo
a 1% de probabilidade pelo teste F.
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V. fungicola cresceu e esporulou melhor em regime
de luz contínua (Coetzee & Eicker, 1991). Segundo
Nahas & Arai (1987), o melhor crescimento e
esporulação de B. bassiana foi observado em fotófase
de 12 horas. Monteiro (1988) obteve melhor crescimento
de M. anisopliae, B. bassiana e Paecilomyces
marquandii em ausência de luz, mas a melhor
esporulação foi obtida em fotófase de 12 horas, exceto
para P. marquandii, cuja produção de esporos foi
favorecida pela ausência de iluminação. O crescimento
reduzido em presença de luz é uma característica cons-
tante em fungos (Cochrane, 1958) e a alternância entre
períodos de presença e ausência de luz favorece deter-
minadas reações químicas que contribuem para o de-
senvolvimento de fungos (Lilly & Barnett, 1951). Con-
tudo, a fotófase de 12 horas não proporcionou melhor
desempenho dos isolados avaliados neste trabalho.
O crescimento de ambos os isolados foi favorecido
pelas temperaturas de 19, 22 e 25oC que apresentaram
diferença significativa (p<0,01, pelos testes t e F entre
as retas) em relação ao crescimento obtido na tempera-
tura de 28oC. Contudo, em relação ao JAB 45, o de-
sempenho a partir do 18o dia de cultivo a 22oC foi infe-
rior ao verificado a 19oC (Figura 3). Não se observou
efeito da temperatura na esporulação do isolado
 JAB 02, embora o valor verificado a 28oC tenha sido
11 vezes superior ao encontrado a 19oC. Possivelmen-
te, a redução do crescimento deste isolado na tempera-
tura de 28oC provocou maior empenho em aumentar a
esporulação como tentativa de garantir a sobrevivência
do fungo no ambiente. As maiores esporulações de
JAB 45 ocorreram a 19 e 22oC, embora apenas a ocor-
rida a 22oC tenha diferido significativamente das
verificadas a 25 e 28oC (Tabela 1). Não houve desen-
volvimento dos isolados quando cultivados a 31oC.
Os dados encontrados sugerem que a faixa térmica
mais favorável para o desenvolvimento de V.  lecanii
em laboratório situa-se entre 20 e 25oC. De acordo com
Li et al. (1991), o melhor crescimento e a melhor
esporulação do fungo ocorreram, respectivamente, a
23–28oC e 23–25oC. A melhor produção de biomassa
ocorreu a 24oC (Hanlon et al., 1994). Segundo Verhaar
& Hijwegen (1993), V.  lecanii não produziu conídios
quando cultivado a 30oC por dez dias e a maior
esporulação foi obtida a 25oC.
Os resultados do presente trabalho são semelhantes
aos obtidos por estes autores e indicam que a faixa tér-
mica mais favorável ao desenvolvimento do fungo si-
Figura 3. Crescimento radial de Verticillium lecanii cultiva-
do a 19 (    ), 22 (    ), 25 (    ) e 28ºC (    ). **Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F.
Figura 2. Crescimento radial de Verticillium lecanii cultiva-
do por 24 (   ), 12 (    ) e 0 hora (    ).  **Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F.
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tua-se entre 19 e 25oC. Houve redução do crescimento de
ambos os isolados na temperatura de 28oC. Com relação
à esporulação, observa-se diferença na preferência entre
os isolados, tendo JAB 45 esporulado melhor nas tempe-
raturas mais baixas, enquanto JAB 02 tendeu a aumentar
a produção de conídios nas temperaturas mais altas. Esta
diferença na preferência pode ser atribuída à variabilidade
genética existente na espécie, com grande variação nos
aspectos morfológicos e bioquímicos entre os isolados, como
referido por Steenberg & Humber (1999).
Conclusões
1. O pH inicial do meio de cultivo não afeta severa-
mente o desempenho dos isolados, mas o pH 4,0 reduz
o crescimento.
2. O isolados crescem melhor em ausência de luz e o
fotoperíodo não afeta a esporulação.
3. A faixa térmica favorável para o crescimento e
esporulação dos isolados situa-se entre 19 e 25oC.
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